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Abstrakt 
Varmeafgivelsen ved imidaclopridforgiftning af den tyske kakerlak (Blattella germanica) er 
undersøgt ved hjælp af direkte mikrokalorimetri. En følsom stamme (DPIL-SUS) blev forgiftet med 
imidacloprid, hhv. 4, 8, 16, 32 og 64 ng per kakerlak. Imidacloprid blev indtaget oralt opløst i 3 µL 
15 % w/v  vandig fructoseopløsning. En kontrolgruppe fik samme behandling, blot uden 
imidacloprid. Varmeafgivelse for både behandlede dyr og kontroller blev registreret ca. 0,5 til 3,5 
timer efter indtagelse. Der observeredes en reduktion i varmeafgivelsen hos behandlede dyr i 
forhold til kontroller. I gennemsnit over samtlige doser af imidacloprid var varmeafgivelsen på 92% 
af kontrollernes. Der blev kun fundet signifikant forskel mellem kontroller og de behandlede dyr 
ved 8 ng imidacloprid (K-W test). Der blev ikke observeret nogen forskel på varmeafgivelsen de 
forgiftede dyr imellem. Indtagelse af imidacloprid mindskede drastisk de perioder med øget 
varmeafgivelse (aktivitet), der sås for kontrollerne. Derfor fratrækkedes en, fra de kalorimetriske 
kurver, ekstrapoleret basislinje, som repræsenterer kakerlakkernes basale metabolisme, fra den 
samlede varmeafgivelse. Den tilbageværende varmeafgivelse var i gennemsnit for alle behandlede 
individer på 57% af kontrollerne. Der var nu signikante forskelle i varmeafgivelserne mellem 
kontrolgruppen og behandlede individer ved alle koncentrationer af imidacloprid (K-W test) fra ca. 
0,5 til 3,5 timer efter indtagelse. 
 
 
Abstract 
Heat production of imidacloprid intoxication of the German Cockroach (Blattella germanica) was 
investigated by direct microcalorimetry. A susceptible strain (DPIL-SUS) was intoxicated by 
imidacloprid, 4, 8, 16, 32 and 64 ng respectively per cockroach. Imidacloprid was ingested 
dissolved in 3 µL 15 % w/v aqueous fructose solution. A control group recieved same treatment, 
only without imidacloprid. A reduction in heat production of treated animals compared to controls 
was observed from 0,5 to 3,5 hours after ingestion. Averaged over all doses of imidacloprid the heat 
production was 92 % of the controls. Significant difference between treated animals and the control 
group was only found for 8 ng. (K-W test). No differences between heat production of imidacloprid 
treated cockroaches was found. Ingestion of imidacloprid drasticly reduced the periods with 
increased heat production (activity) which was seen for the control group. Therefore a baseline, 
extrapolated from the calorimetric curves and representing the basic metabolic rate of the 
cockroaches was subtracted from the overall heat production. The remaining heat production 
averaged over all treated individuals was 57 % of that of the control group. There was now 
significant differences in heat productions between the control group and treated individuals at all 
concentrations of imidacloprid (K-W test) from 0,5 to 3,5 hours after ingestion.
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1 Baggrund 
 
1.1 Motivation 
Direkt mikrokalorimetri er et sensitivt, hurtigt og lovende redskab for undersøgelse af fysiologiske 
fænomener (Lamprecht, 1998). Dens non-specifiktivitet giver mulighed for at at opdage uventede 
effekter og dens ikke-invasive karakter reducerer stress på dyrene (Lamprecht, 1998). 
 
Kalorimetri i forbindelse med effekten af insekticider er få, for B. germanica foreligger resultater 
med chlorpyrifos (Nielsen et al., 2006). Ændring af metabolsk rate hos B. germanica kan have 
betydning for overlevelse og reproduktion. Imidacloprid er en repræsentant for en relativ ny gruppe 
af insekticider; neonikotinoider, der virker på nikotin acetylcholin receptorer (nAChR) hos insekter. 
Effekten af imidacloprid på og farmakologien af insekt nAChR er tidligere beskrevet (Thany et al., 
2007; Tomizawa & Casida, 2005; Honda et al., 2006). I dette arbejde kvantifiseres effekten på 
varmeafgivelse af sublethal imidacloprid forgiftning hos B. germanica og sammenhænges mellem 
kalorimetriske måleresultater og imidacloprids binding på insekt nAChR belyses. 
 
 
 
1.2 Den tyske kakerlak (Blattella germanica) 
 
1.2.1 Taxonomi, oprindelse og udbredelse 
Kakerlakker (superorden Dictyoptera, orden Blatodea) er primitive, hemimetabole insekter, der er 
forblevet stort set uændret i mere end 280 millioner år (Robinson, 1996). I den foreslåede 
superorden Dictyoptera findes også bl.a. knælere (Mantodea) og termitter (Isoptera). Hovedparten 
af de omkring 3500 beskrevne arter af kakerlakker lever i deres naturlige miljø i troperne og 
subtroperne, og kun 50 arter lever i forbindelse med mennesker (Rust et al., 1995), og kun 10 arter 
har tilpasset sig til at leve indendørs (Robinson, 1996). Den tyske kakerlak er, på trods af navnet, 
naturligt hjemmehørende i det østlige Afrika. Den er den almindeligste kakerlak indendørs verden 
over og det dominerende skadedyr i bymæssig bebyggelse i den udviklede del af verden. 
 
1.2.2 Udseende og kendetegn 
De voksne af B. germanica (imago) er 10-15 mm lange. Hannen er gulligbrun, hunnen en anelse 
mørkere. Arten kendes let på to sorte, længdegående bånd på pronotum. Under dækvingerne har 
kakerlakkerne flyvevinger, som de dog meget sjældent benytter sig af. Nymferne er brunligsorte 
med et lyst brunt bånd over midten af dorsalsiden. 
 
1.2.3 Levested 
Den Tyske Kakerlak findes næsten altid en indendørs, hvor der er begrænsede 
temperatursvingninger og generelt lav luftfugtighed, men god tilgængelighed af protein- og 
kulhydratholdig føde året rundt. Den kan ikke tåle de lave temperaturer og luftfugtigheder, der 
almindeligvis forefindes i uopvarmede bygninger i temperede områder. Derfor er de sjældent i stand 
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til at etablere sig sådanne steder. En undersøgelse fra Shanghai (31º10’ N.B.) fastslår at den tyske 
kakerlak ikke er almindelig i huse og mindre en 6 % af husene i byen var angrebet (Robinson, 
1996). Her findes den som regel i områder med høj luftfugtighed så som køkkener og badeværelser. 
Til gengæld er den et succesfuldt skadedyr en række andre steder som restauranter, hospitaler, 
skibe, busser, toge og flyvemaskiner (Robinson, 1996). 
 
1.2.4 Fødevalg 
Kakerlakker fouragerer på en bred vifte af organiske materialer, men vil sandsynligvis vælge den 
fødesammensætning, der svarer giver dyrene tilstrækkeligt med protein, kulhydrat og lipider 
(Robinson, 1996). Hvis den foretrukne føde ikke er tilgængelig fouragerer kakerlakker gerne på 
døde insekter (f.eks. andre kakerlakker), ekskrementer, lim, papir og diverse materialer (Robinson, 
1996). 
 
1.2.5 Adfærd 
Kakerlakker udskiller stoffer, der tiltrækker eller frastøder andre kakerlakker af samme art 
(Robinson, 1996). For kakerlakker indendøre er der som regel to distinkte diurnale aktivitsperioder: 
et par timer efter solnedgang og omkring en time før solopgang. I dagslys er kakerlakkerne relativt 
inaktive og bliver normalt i et sikkert skjul. Udvoksede kakerlakker og nymfer kan bevæge sig 
betydelige afstande i søgen efter føde, men vil normalt forblive i skjul tæt på en konstant fødekilde 
(Robinson, 1996). Hvis den tilgængelige føde er tør, vil kakerlakkerne søge vand. Selvom er der er 
rigeligt med føde, afhænger overlevelsen af en kakerlakpopulation af en konstant tilgængelighed af 
vand (Robinson, 1996). Relativ luftfugtighed har ingen, hvis nogen, effekt i naturlige populationer, 
der etablerer sig under gunstige temperaturer, hvis vand er tilgængeligt (Rust et al., 1995). Hanner 
er generelt mere aktive end hunner og søger aktivt efter føde, vand, og mager når de ikke sidder i 
skjul (Rust et al., 1995). Der er intet, der peger på, at der er tilknytning til bestemte gemmesteder. 
Alligevel ser det ud til at den tyske kakerlak holder sig tæt på skjulesteder i samme rum og kun 
forlader dette område hvis, dyrenes adgang til nødvendige ressourcer begrænses. Levetiden for 
hanner af B. germanica i dens sidste hudskifte er i laboratorieundersøgelser fundet til 90-140 dage, 
middel 90 (Rust et al., 1996). Levetiden for hunner er længere. Uden for laboratoriet kan levetiden 
være væsentligt kortere (Robinson, 1996). 
 
1.2.6 Skadevirkninger 
Der er ingen definitive beviser for at kakerlakker, herunder B. germanica, har væsentlig betydning i 
overføresel af sygdomsfremkaldende mikroorganismer til mennesker i et omfang, så det fremkalder 
sygdom (Rust et al., 1995). Betragtlige summer bruges hvert år på at bekæmpe kakerlakker (Rust et 
al., 1995), og det er bevist, at de kan fremkalde allergiske reaktrioner, samt hos nogle, psykologiske 
traumer, der er forbundet med det reelle eller antagede angreb af kakerlakker (Rust et al, 1995).  
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1.3 Imidacloprid 
 
1.3.1 Egenskaber og anvendelse 
Imidacloprid (1-(6-chloro-3-pyridylmethyl)-N-nitroimidazolidin-2-ylidenamin) eller 1-[(6-chloro-3-
pyridinyl)methyl]-N-nitro-2-imidazolidinimin tilhører en gruppe af stoffer kaldet neonikotinoider 
grundet deres strukturlighed med nikotin ((S)-3-(1-Methyl-2-pyrroli-  
dinyl)pyridin).  
 
 
Figur 1. Eksempler på neonikotinoider, herunder imidacloprid. Til sammenligning vises også at udvalg af 
nicotinoider. Neonikotinoider er nitromethylener (C=CHNO2), nitroguanidiner (C=NNO2) eller cyanoamidiner 
(C=NCN) (Tomizawa & Casida, 2005) 
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Imidacloprid var, sammen med acetamiprid, det første neonicotinoid, der anvendtes kommercielt til 
at kontrollere skadedyr i landbruget (Nauen et al., 2001). Imidacloprid er relativt polært med god 
xylem-mobilitet og egnet til behandling af frø og på jordbund (Nauen et al., 2001). Neonikotinoider 
virker specifikt mod sugende insekter og har mild eller ingen effekt på parasitoide og rovinsekter, 
og passer derved fint ind i diverse IPM (integrated pest management) programmer (Nauen et al., 
2001). Imidacloprid anvendes primært i bekæmpelse af Hemiptera og Coleoptera (Nauen et al., 
2001). Salg af neonikotinoider udgør idag 11-15 % af det totale pesticidmarked (Tomizawa & 
Casida, 2006). Imidacloprid blev patenteret i 1985 (Tomizawa & Casida, 2005) og godkendt til 
brug i Strorbritanien i 1993 (Fact sheet, 2003) og i USA i 1994 (Fact sheet, 2003). Det er i ren form 
farveløse krystaller. Opløseligheden i vand er angivet til 0,61 g/L ved 20 ºC (Tomizawa & Casida, 
2005) og damptrykket 0,2 µPa ved 20 ºC (extoxnet).  
 
1.3.2 Den molekylære basis for imidacloprids virkning 
Insekters væv er det rigeste af alle væv på nikotin acetylcholin receptorer (nAChR) (Matsuda et al., 
2001). Insekt nAChR er en agonist-gated ion-kanal i centralnervesystemet (Honda et al., 2006), der 
hos kakerlakker består af hjernen, de ventrale nervestrenge og dens ganglier (Nation, 2002). 
Respiration hos insekter kontrolleres af en respiratorisk ”central patterne generator” (CPG) som 
findes i CNS. CPG er et netværk af delvist kendte interneuroner der giver rytmerne til de 
motorneuroner, der supplerer de respiratoriske muskler (Zafeiridou & Theophilidis, 2006). CNS 
kontroller i øvrigt motorneuroner til mobile strukturer som eksempelvis ben og vinger (Cornwell, 
1968). 
 
Imidacloprid er en agonist til nikotin acetylcholin receptorer (nAChR) (Tan et al., 2007; Thany et 
al., 2007; Zafeiridou & Theophilidis, 2004). Agonist påvirkning af nAChR forårsager først 
hyperexcitation og derefter lammelse, som vist i mange symptomologiske undersøgelser af 
forskellige insektarter (Nauen et al., 2001), her iblandt Periplaneta americana (Sone et al., 1994). 
Den elektronegative, ikke-protonérbare nitromethylen-, nitroguanidin- (imidacloprid) eller 
cyanoamidin-del af neonicotinoider spiller en afgørende rolle for den høje affinitet og selektivitet af 
neonikotinoider for insekt nAChR (Honda et al., 2006). Nikotin og andre nikotinoider har et 
overvejende protoneret nitrogenatom ved fysiologisk pH, hvilket resulterer i en ringe til moderat 
affinitet for insekt nAChR (Honda et al., 2006). Nikotin har derfor begrænset effekt mod insekter, 
men udgør en ret så høj risiko for mennesker. Neonikotinoider derimod, er mere giftige for insekter 
end for vertebrater (Matsuda et al., 2001; Shimomura, 2005; Tomizawa & Casida, 2005). 
Imidacloprid, og neonicotinoider generelt, har lav affinitet overfor vertebrate, relativt til insekt 
nAChR (Tomizawa & Casida, 2005). 
 
Insekt nAChR består af 5 underenheder, der kan være ens (homomeriske) eller forskellige 
(heteromeriske) (Thany et al., 2007). Underenhederne er indelt i α og ikke-α typer i 
overenstemmelse med tilstedeværelsen af (α-underenheder) eller manglen på (ikke-α 
underenheder) vicianle cystein-del i loop C (se Figur 3), et af de seks separate loops (A-F) der 
udgør bindingsstedet for Ach (Matsuda et al., 2005). Hver underenhed hos insekter består, som hos 
vertebrater, af en stor N-terminal ekstracellulær domæne der er involveret i binding af agonister. 
Dette følges op af tre transmembrane regioner (TM1-TM3), hvor TM2 omgiver ionkanalen, der er 
selektiv mht. Na+, K+ og Ca2+. Derefter følger endnu et transmembrant domæne (TM4). Mellem 
TM3 og TM4 findes et potentielt fosforyleringssted (se figur Figur 2 for detaljer). Ny forskning 
indikerer at følsomheden af nAChR overfor imidacloprid kan reguleres af intracellulære 
fosforyleringsmekanismer (Thany et al., 2007). 
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Figur 2.  Insekt nACh receptor. (a) Receptoren består af fem underenheder, der kan være ens eller forskellige (se 
tekst).  (b) forstørrelse af en underenhed. Hver underenheder består af 4 transmembrane regioner (TM1-TM4). 
Mellem TM3 og TM4 ses et potentielt fosforyleringssted (Thany et al., 2007). 
 
Det er sammensætningen af underenhederne, der bestemmer de farmakologiske egenskaber af 
insekt nACh receptorer og følsomheden overfor neonikotinoide insekticider (Thany et al., 2007). 
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Figur 3. nAChR: B) vist fra oven, C) bindingssted for ligander. 
 
Figur 4. En skematisk model for binding af Imidacloprid til insekt nAChR. Nitrogruppen interagerer 
elektrostatisk med loop D basale del, resulterende i en øgning af positiv ladning af imidazolidin-delen, som 
derved styrker kation-π interaktioner med tryptofan i loop B. En tryptofan del i loop D kan også kontakte med 
nitrogruppen. En og to tyrosine-rester hhv. i loop A og C omkranser imidazolinringen i imidacloprid, som det er 
tilfældet for ACh. Derudover kan imidacloprid interagere med carbonylgruppen fra tryptofan (i kasse på 
figuren) som foreslået for epibatidine, interaktion med muskel nAChR (Matsuda et al., 2005). 
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1.3.3 Imidacloprids giftvirkning på Tenebrio molitor og Periplaneta americana 
Effekten af imidacloprid er undersøgt for billen Tenebrio molitor (Zafeiridou & Theophilidis, 
2006). Dyret fastholdtes og en kraft-forskydnings-omformer, sat fast til et abdominalt segment i den 
dorsale region, anvendtes til at overvåge respiratorisk rytme. 2 µL dimethylsulfoxid (DMSO) 
indeholdende imidacloprid blev påført den på den dorsale del af det 1. abdominalsegment. 
Behandling med 50 ng imidacloprid forårsagede en reduktion i de respiratoriske sammentrækninger 
til 40 % af begyndelsesværdien, men først efter 1 times registrering. I to ud af seks eksperimenter 
sås ingen effekt. Doser på 100 og 500 ng forårsagede mild hæmning af den respiratoriske rytme 
indenfor de første 20 min efter eksponering, men en abrupt hæmning af den respiratoriske aktivitet 
40 til 60 min efter eksponering. 
 
Imidacloprid er en partiel agonist, til nAChR hos den amerikanske kakerlak (Periplaneta 
americana). Den Indadgående strømme forårsaget af 100 μM imidacloprid på nAChR lå på 21% af 
strømmen fra 100 μM af neurotransmitteren acetylcholin (Tan et al., 2007). Målingerne foretogedes 
ved enkelt-elektrode spændings-clamp teknik med ganglier fra thorax af den amerikanske kakerlak. 
En anden undersøgelse af elektrofysiologien hos den amerikanske kakerlak viste en øget aktivitet 
og derefter en drastisk nedgang i neuronaktiviteten (Sone et al., 1994). Den ventrale nervestreng 
blev isoleret og anbragt i en fysiologisk saltopløsning. Cerci blev bibeholdt, og disse blev mekansik 
stimuleret med vindpust. I 1µM imidacloprid steg den spontane aktivitet en smule inden for 5 min 
og forblev på et konstant niveau i 30 min. Derefter indtraf en periode med karakteristisk repetetive 
aktionspotentialer (0,62 min ved 1 µM imidacloprid). Disse var tydeligt forskellige fra den øgede 
spontane aktivitet. Til sidst stoppede den repetetive fase og aktionspotentialer kunne ikke længere 
udløses ved mekanisk stimulans. Aktiviteten af den forgiftede genoprettedes efter 15 min. ved 
gennemvaskning med normal fysiologisk saltopløsning. Ved større koncentrationer faldt varigheden 
af de repetetive aktionspotentialer (2,54 min ved 100 µM imidacloprid), og neuronaktivitet ophørte 
tidligere. Effekten af 10 µM nikotin med samme metode var identisk med imidacloprid. 
Nerveaktiviten øgedes og blokeredes derefter (Sone et al., 1994). 
 
 
1.3.4 Imidacloprids virkning på Blattella germanica 
 
Imidacloprid er relativt hurtigt virkende med en maksimal effekt 2-4 timer efter behandling (Wen & 
Scott, 1997). Kakerlakkerne blev behandlet med imidacloprid i 0,5 µL acetone på den abdominale 
sternum. Kakerlakkerne blev observeret flere mange gange efter behandlingen. De opbevaredes ved 
25°C, fugtigt og med adgang til 15 % sukkeropløsning.. Tidlige symptomer på forgiftning 
indbefattede hyperreaktion, hyperaktivitet og rystelser af krop og ben, efterfulgt af tab af kontrol 
over kropsbevægelser (ataksi). Efter adskillige timer aftog disse symptomer og dyrene blev 
hyporeagerende og hypoaktive efter 24 timer. Dødeligheden registreredes 24, 48, 72 og 96 timer 
efter behandling. Insekter, der var rygliggende og ude af stand til at komme på benene når de blev 
forstyrret, betragtedes som døde. Nogle af dyrene kom sig igen efter 72 timer, hvorefter der ikke var 
flere overlevende. Imidacloprid var moderat toksisk for følsomme kakerlakker af to stammer. 72 t 
LD50 værdier var 270 ng per kakerlak for  CSMA og 410 ng for Cochran-S (Wen & Scott, 1997). 
Den hurtige giftvirkning blev bekræftet af en anden undersøgelse, der angiver 
forgiftningssymptomer inden for 30 min for en følsom stamme (JWax) efter oralt indtag (Kakkeh et 
al., 1997). Ved injektion af 1 µg pr insekt (ca. LD50) af imidacloprid ind i den abdominale region af 
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den amerikansk kakerlak (Periplaneta americana) sås en effekt indenfor 15 min (Sone et al., 1994). 
Ved 5µg (ca. LD95) forekom rystelser og tab af styrke i benene hurtigere (indenfor 5 min) (Sone et 
al., 1994). Førnævnte følsomme stamme (JWax) af B. germanica blev tilbudt fast føde 
(gnaverblokke) oralt med forskellige koncentrationer af imidacloprid (Kakkeh et al., 1997). Nymfer 
af B. germanica, der netop havde gennemgået deres sidste hudskifte, isoleredes og holdtes med 
vand og mad for 48 timer hvorefter de blev nægtet adgang til føde for 72 timer. Sultperioden 
muliggjorde en hurtig indtagelse af forgiftet føde (10 mg portion) indenfor 2 timer (Kakkeh et al., 
1997). Efter 24 timer blev resterende forgiftet føde fjernet og erstattet med ikke-forgiftet mad. 
Indtagelse af føde indeholdende lave koncentrationer af imidacloprid (0-1750 ppm) gav anledning 
til mindre toksiske effekter hos B. germanica nymfer med op til 17,5 % døende kakerlakker (1750 
ppm imidacloprid). En død kakerlak adskiltes fra en døende efter følgende kriterier; en død 
kakerlak bevæger sig ikke, mens en døende udviser variende grad af rystelser (Kakeeh et al., 1997). 
Efter 3 dage var der ingen hverken døende eller døde kakerlakker ved de lave koncentrationer (0-
1750 ppm). Over 3500 ppm gav høj dødelighed efter 24 timer, for hver koncentration faldt antallet 
af døende kakerlakker med tiden (Kaakeh et al., 1997). Kakerlakkernes restituering var negativt 
korreleret med koncentrationen af imidacloprid. Da de forgiftede portioner på 10 mg ikke blev 
fortæret, er det ikke muligt at udtale sig om, hvilke mængder hver dyr har indtaget. 
 
Ved indtagelse af Proficid Aktiv (2,15 % imidacloprid, Bayer Corp.) ses hyperaktivitet i løbet af få 
minutter (Hellegaard, 2006). Rystelser er udbredte i de første 10 minutter. Dette registreres generelt 
gennem den næste time eller to. Herefter ophører al hyperaktivitet og afløses af hypoaktivitet eller 
død (Hellegaard, 2006). 
 
1.4 Kalorimetri 
 
Kalorimetri betyder ganske enkelt måling af varme. Varme defineres som termisk energi, der 
udveksles mellem to masser p.g.a. en temperaturforskel imellem dem (Battley, 1995). Kalorimtriens 
anvendelsesmuligheder spænder vidt fra undersøgelse af termodynamiske egenskaber af 
makromolekyler til måling af varmeafgivelsen af  hele dyr. Af de dyr, der er af passende størrelse til 
kalorimetriske undersøgelser er terrestiske insekter de hyppigst undersøgte, da de er lette at 
fremskaffe, avle, holde og håndtere (Lamprecht, 1998). Der findes langt mindre litteratur om 
akvatiske systemer, da vands store varmekapacitet forstærker træghed i kalorimetret. Desuden er 
den lave opløselighed af oxygen i vand et problem. 
 
Der findes et væld af forskellige metoder, men overordnet set kan man dele kalorimetrien op i 
direkte og indirekte metoder. Direkte kalorimetri måle varmen varmefluxet (endo- eller exotermt) i 
varmeenergi per tid, normalt µW, og indbefatter bl.a. isotermal titrerings calorimetry og differentiel 
scanning kalorimetri. Indirekte kalorimetri er bestemmelse af varmeudveksling ved beregning, 
f.eks. via organismers gasudveksling, bestemmelse af hjerteslagsfrekvens eller iltkoncentration i 
venøst og arterielt blod (Lamprecht, 1998). Indirekte kalorimetri måler varmetabet, medens direkte 
kalorimetri måler varmeproduktionen (Battley, 1995). Noget af den varme som organismerne 
producerer via metabolismen aborberes igen, f.eks. i forbindelse med fordampning af sved eller fra 
respiratoriske overflader, så som lunger eller tracheer. Hvis passende korrektioner for ekstra 
varmeproducerne eller -absorberende hændelser foretages skulle værdier erhvervet fra direkte og 
indirekte kalorimetri teoretisk set være de samme (Battley, 1995). Karakteristisk for katabolsk 
kalorimetri under konstante betingelser er at varmetabet er lineært over en passende tidsperiode for 
et givet kalorimetrisk eksperiment (Battley, 1995). Dette gør sig måske ikke gældende hvis en 
organisme er fodret lige inden eksperimentet (Battley, 1995). 
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1.4.1 Indirekte kalorimetriske metoder 
Indirekte metoder afhænger ultimativt af direkte metoder, der anvendes i beregning af den varme, 
der produceres (Kemp, 1999). Indirekte kalorimetri betyder i klassisk forstand måling af ilt- og 
carbondioxidforbrug, bestemmelse af den respiratrorisk kvotient (RQ) og ved brug af data fra 
forbrændingsenergien beregning af den reelle varmeproduktion (Lamprecht, 1998). 
 
RQ = V(CO2) / V(O2) 
 
Den væsentligste fordel ved indirekte kalorimetri er at tilvejebringelsen omkring det substrat der 
forbrændes (Battley, 1995). Indirekte kalorimetri bygger på at føden kun består af kulhydrater, 
protein og fedt med kendt oxidationsstøkiometri (Kemp, 1999). RQ-værdier for hhv. fedt, kulhydrat 
og protein er 0,7; 1 og 0,8. 
1.4.2 Direkte kalorimetriske metoder 
Alle direkte kalorimetrisk metoder kan bruges til såvel måling af  rater af varmetab (μW) som total 
mængde varme produceret (Battley, 1995). Direkte kalorimetri måler, som tidligere nævnt 
varmetabet af en organismer. Varmetabet, eller varmeafgivelsen, kan deles op i flere komponenter 
(Kemp, 1999). 
 
HL = HLNE + HLS + HLL 
 
HL er det samlede varmetab, HLNE er det ikke fordampningsbetingede varmetab (varmestråling), 
HLS er varmetab gennem opvarmet luft medens HLL repræsentere varmetabet ved fordampning. 
 
Lovrien og kolleger viste at oxygenforbrug overestimerede den basale metabolske rate, fordi 
metoden inkluderer de kortvarige perioder med øget varmeafgivelse. Direkte kalorimetri udskiller 
hvileperioderne, med tilsyneladende ingen bevægelses- eller anden aktivitet, mens i adskillige andre 
teknikker oxygenforbrug som en integral metode viser udsving i varmeafgivelsen, og derfor også 
indbefatter perioder med højere varmeudveksling. Som et redskab for at observere aktivitet bør 
direkte kalorimetri derfor anvendes (Kemp, 1999). 
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Figur 5. Typisk kalorimetrisk kurve af et insekt, der viser den basale metabolske rate afbrudt af kortvarige 
perioder med øget varmeafgivelse. Den basale metabolske rate er højere målt med O2 respirometri end med 
direkte kalorimetri (Kemp, 1999). 
 
 
Isotermal titrerings-kalorimetri (ITC, eng.) tilbyder en direkte vej til den komplette termodynamiske 
beskrivelse af bimolekylære ligevægts interaktioner (Ladbury & Chowdhry, 1996) og er sammen 
med DSC den eneste metode til direkte bestemmelse af ΔH (Jelsesarov & Bosshard, 1998). I et 
ITC-instrument findes to identiske celler. Den ene indeholder den komponent, der undersøges, 
medens den anden indeholder den buffer eller vand (ved eksperimenter i vandig opløsning) og 
anvendes udelukkende som reference. I prøvencellen titreres med den anden komponent, med 
hvilken interaktionen med komponenten i prøvecellen ønskes undersøgt. Under hele eksperimentet 
holdes temperaturen af de to celler konstant. Det varmeflux der er nødvendigt for at opretholde 
samme temperatur i de to celler ved den ekspermentalt tilordnede temperatur registreres som 
varmeenergi over tid (normalt i µW). 
 
Differentiel scanning kalorimetri er en metode, der måler forskellen i varmeflowrate mellem en 
prøve og en reference. Ændringer i varmeflux mellem prøven og referencen registreres som en 
funktion af en temperaturændring (scan) , f.eks. 1°C/min. Det er også i et DSC-instrument også 
muligt at måle isotermt. Derved minder metoden om ITC, bortset fra at der ikke titreres. Der er 
findes to forskellige slags differentiel scanning kalorimetre, hvis måleprincipper er forskellige: 
• Heat flux DSC med to modifikationer: disk-type og cylinder-type 
• power compensation DSC 
 
I en cylindertype heat-flux DSC (bloktype), the varmekappen er udstyret med to (eller flere) 
cylindrisk hulrum. De rummer hule cylindre, som er lukkede og i hvilke prøveemnet placeres 
direkte eller i passende beholdere. 
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Figur 6. Heat flux differential scanning calorimeter, cylindertype (Brown, 1998).   ΔTSR er temperaturforskellen 
mellem prøven og referencen. ΔΦSR er forskellen i varmeflowrate mellem prøven og referencen. En differentiel 
forbindelse mellem termopiles (stiplede streg), registrerer temperaturforskellen mellem de to cylindre.  ΔΦSR 
tilordnes fra temperaturforskellen ved kalorimetrisk kalibrering (se tekst). 
 
 
I heat flux DSC registreres temperaturdifferencen mellem en prøve og en reference (ΔTSR) som et 
direkte mål for forskellen i varmeflowrate mellem prøve og reference. Forskellen i varmeflowrate 
tilordnes ved kalorimetrisk kalibrering. I en cylindertype (bloktype) er blokken (the furnace) 
forsynet med to eller flere cylindriske hulrum, der optages af hule cylindrere (celler) hvis bunde er 
lukkede. Prøveemner placeres direkte i cellerne eller i passende beholdere. Termopiles eller 
termoelektriske halvledende sensorer er anbragt mellem de hule cylindre og blokken og måler 
temperaturforskellen mellem cylinder og blokken (integral måling). En differentiel forbindelse 
mellem termopiles tilvejebringer temperaturforskellen mellem de to hule cylindre, som registreres 
som temperaturforskellen (ΔTSR) mellem prøve og reference.  
 
I en power compensatings DSC er prøverne arrangeret i to seperate blokke (furnaces). Hver af disse 
er forsynet med et varmelegeme  og en temperatursensor. Under måling holdes 
temperaturforskellen mellem de to blokke på et minimun, ved hjælp af et kontrol-loop som tilpasser 
varmetilførslen fra varmeelementerne til et passende niveau. Dette varetages af proportional 
controller således at der altid er en tilbageværende temperaturforskel mellem de to prøver. Når der 
er termisk symmetri i målingssystemet, den tilbageværende temperaturforskel er propertional med 
forskellen i varmeenergien der tilføres til reference og prøve (Brown, 1998). 
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2 Materialer & metoder 
 
2.1 Forsøgsdyr 
En følsom stamme (DPIL-SUS) af den tyske kakerlak (B. germanica) har været opbevaret på 
Statens Skadedyrslaboratorium i mere end 50 år. Efter afhentning blev dyrene opbevaret i 
laboratorium på Roskilde Universitetscenter ved temperaturer mellem 23 og 27 ºC og en lyscyklus 
svarende til den lokale udendørs døgnvariation i perioden september til og med december. Dyrene 
opbevaredes i cylindriske gennemsigtige plastbokse med et grundareal på 22 cm2 og en højde på 6,5 
cm. Boksene var forsynet med låg med lufthuller og et reagensglas med vand og en prop af 
bomuldsvat. Reagensglassene placeredes med åbningen nedad. Dyrene fodredes med foderpiller til 
rotter. Der blev aldrig opbevaret mere en 10 dyr ad gangen i hver boks. Kakerlakker blev inden 
forsøg sultet natten over. 
 
2.2 Kemikalier og forsøgsprocedure 
Imidacloprid (90,5% fra Denka) opbevaredes i køleskab i acetone. En 15 % vægt/volumen 
fructoseopløsning fremstilledes med jævne mellemrum i demineraliseret vand. For at undgå vækst 
af mikroorganismer, særligt mugsvampe, blev denne varmet op til 80˚C i 20 min i varmeskab inden 
opbevaring i køleskab. D-Fructose fra SIGMA, min. 99% ren. De ønskede koncentrationer af 
imidacloprid opnåedes ved at blande den tilpassede mængde af imidaclopridopløsningen med 1-2 
mL af fructoseopløsningen i et bægerglas. Derefter blev glasset sat til afdampning i stinkskab med 
sug i omkring 30 min. Til kontroller blandedes tilsvarende, blot blev imidaclopridopløsningen 
erstattet med acetone i samme mængde. 
 
Kakerlakker blev hver tilbudt 3 μL fructoseopløsning med hhv. 4, 8, 16, 32 og 64 ng imidacloprid 
eller uden (kontroller), hvorefter de hurtigst muligt blev anbragt i en ampul med hovedet nedad. 
Tiden fra indtagelse af fructoseopløsning til anbringelse i kalorimetret var 2-10 min (middel 5,8 
min). Der indsamledes data for 3,5 timer (12600 sek). Varmeafgivelse i µW blev registret hver 30. 
sekund. Resultaterne plottedes som varmeafgivelse pr. mg kakerlak ( µW/mg) mod tiden i 
sekunder. Varmeafgivelse plottedes som positive værdier, selvom den ifølge termodynamisk 
konvention skulle være negativ (exothermt varmeflow). Der kørtes regelmæssige målinger med 
tomme ampuller for at fastlægge nullinien, og overvåge at der ikke forekom drift i kalorimetret. For 
de forskellige ampullerne 1-3 (4 er reference). Nullinien, der blev registreret med tomme ampuller 
og var paralel med x-aksen (konstant), fratrækkedes samtlige målepunkter (hvert 30. sekund). 
 
Kalorimeter er et DSC-7707 (Hart Scientific, Pleasant Grove, UT). Kalorimetret er et varme flux, 
eller passivt design, i modsætning til power compensating. Varmeafgivelse blev målt isotermt ved 
24˚C. Kalorimetret har 4 cylindriske, udtagelige stålampuller på hver 1 cm3. En af disse anvendtes 
som reference (tom). De tre andre anvendtes til at registrere varmeafgivelsen. Ampullerne kan 
lukkes hermetisk med et skruelåg med gummitætningsskive. Kontroller og imidaclopridbehandlede 
kakerlakker måltes således, at der for hver koncentration af imidacloprid var 2 behandlede og 1 
kontrol i kalorimetret samtidigt. For at opnå omtrent lige mange målinger af kontrol- og behandlede 
dyr måltes ekstra kontroller til sidst. 
 
 
2.3 Databehandling 
Den vægtspecifikke varmeafgivelse ( i µJ/mg) fandtes som det bestemte integral af kurven. Dette er 
bestemt for perioden 1800-5400 og 1800-12600 sekunder. Varmeafgivelse blev delt med tiden i 
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sekunder, hvorved den gennemsnitlige varmeafgivelse (µW/mg) i tidsrummene 
fandtes.Varmeafgivelse er både udregnet via total varmeafgivelse og varmeafgivelsen fratrukket et 
basislinjeintegral. Basislinjen, ikke at forveksle med nullinjen som er en egenskab ved kalorimetret 
(se Kemikalier og forsøgsprocedure) , blev for hver kakerlak fundet som den laveste værdi af 
varmeafgivelsen mellem 1800 og 12600 sekunder og  parallel med x-aksen. Til bestemmelse af 
integraler anvendtes dataanalysesprogrammet Origin® Pro 7.5. Imellem målinger blev ampullerne 
vasket to gange med demineraliseret vand og to gange med ethanol og derefter anbragt i varmeskab 
ved 80 ˚C i minimum 20 minutter. 
 
Figur 7. Eksempel på en måling af varmeafgivelsen og integration af data. De integraler der beregnes er fra 
1800-5400 sek (A) og fra 1800-12600 sek (A+B). Disse arealer fås ved at trække integralet under basislinjen fra 
det samlede integral. 
 
Til sammenligning kakerlakkernes vægte anvendtes one-way ANOVA efterfulgt af en Tukey’s 
studentized range test (Systat ver. 11). 
 
Til at undersøge effekten af imidacloprid på varmeafgivelsen hos B. germanica anvendtes Kruskal-
Wallis one-way test (Systat ver. 11), en non-parametrisk analog til one-way ANOVA, efterfulgt af 
Kruskal-Wallis multiple comparison test (Siegel and Castellan, 1988). 
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2.4 Kritisk gennemgang af metode 
 
2.4.1 Valg af koncentrationer 
Mængden af imidacloprid per kakerlak er valgt således, at den højeste dosis giver en markant synlig 
effekt på dyrene, men uden nogen risiko for at dyrene ville dø i måleperioden (3,5 timer). De oralt 
givne mængder af imidacloprid er fundet ved at prøve sig frem og observere kakerlakkernes 
reaktion ved forskellige doser (data ikke vist). Der forsøgtes først med 128 ng pr dyr, hvilket 
vurderedes til at være for meget, da dyrene alle var ubevægelige eller næsten ubevægelige (N = 6) 
efter udtagning af kalorimetret 3,5 timer senere. 64 ng per kakerlak valgtes som den højeste dosis. 
Ved denne koncentration var 10 dyr målt i kalorimetret enten sløve, meget sløve eller ubevægelige 
efter 3,5 time. Tre dage senere var 5 tilsyneladende helt afgiftede medens 4 var ubevægelige og 1 
reagerede let på mekanisk stimuli. En dosis på 64 ng per kakerlak er således ≈ LD50 (få replikater) 
for 72 timer. De efterfølgende doser valgtes over en passende bredde, hvor effekten af imidacloprid 
stadig kunne ses på de kalorimetriske målinger. Ved 4 ng (N = 15) var varmeafgivelsen på ingen af 
de fire størrelser (IMI1, IMI1-bl, IMItot, IMItot-bl,) signifikant forskellig fra de tilsvarende kontroller 
og der var ingen synlig effekt på nogen af de forgiftede dyr efter 3,5 time i kalorimetret. Med 
stigende koncentration sås stigende påvirkning af dyrene og en større del ubevægelige, eller næsten 
ubevægelige, efter 3,5 time ved udtagning fra kalorimetret. Som det ses, kan ubevægelige, 
tilsyneladende døde dyr godt komme sig igen, og restituering kan tage op til tre dage (Hellegaard, 
2006) eller 72 t (Wen & Scott, 1997). For en følsom stamme er der dog fundet dyr, der er kommet 
sig efter mere end 7 døgn (Kaakeh et al., 1997). Afgiftning af imidacloprid er således en særdeles 
langsom proces. 
 
2.4.2 Valg af forgiftningsmetode 
Fodring med dråber af sukkeropløsning er valgt. Fruktose valgtes, da denne virker som 
phagostimulant hos B. germanica (Wang et al., 2004). Der forsøgtes først med 5µL, men dette var 
for meget, da kakerlakkerne i mange tilfælde ikke spiste op. Derfor valgtes 3 µL hvor dyrene i de 
indledende undersøgelser i næsten alle tilfælde spiste op. Imidacloprid er ikke særligt opløseligt i 
vand, men 64 ng i 3 µL svarende til 0,02 g/L er under opløseligheden på 0,5 g/L. Kakerlakker blev 
tilbudt fructoseopløsning med imidacloprid oralt. Styrken i denne metode er, at man præcist ved 
hvor meget, hver kakerlak har indtaget. Om alt derefter optages er ikke kendt, da dyrene i mange 
tilfælde udskilte en klar mængde væske fra bagkroppen 1-2 minutter efter indtagelse. Den kemiske 
sammensætning af dråben er ikke undersøgt. Før dyrene tilbydes fruktoseopløsning blev de nægtet 
adgang til mad natten over. Manglende adgang til mad i 72 timer har vist ikke at have nogen 
skadelige virkninger på overlevelse, udvikling og reproduktion (Kaakeh et al., 1997). I første 
omgang forsøgtes en metode, hvor dyrene færdedes på en overflade behandlet med giftstoffet i et 
bestemt tidsrum. Metode beskrevet af Milio et al., 1987, og igen anvendt af blandt andre Nielsen et 
al., 2006. Resultatet af de indledende undersøgelser med denne metode var, at selv store mængder 
af imidacloprid (256 µg/cm2) i 20 min, sammenlignet med kun 1,14 µg/cm2 i samme tidsrum for 
chlorpyrifos i en anden undersøgelse, også med DPIL-SUS (Nielsen et al., 2006), ikke havde en 
tilstrækkelig effekt på dyrene. Efter 24 timer var kun 1 ud af 10 dyr døde og efter 72 t kun 2 
(Michael Kristensen, upubl. observationer). Der er formentlig ikke nogen direkte tarsal effekt, men 
den effekt der ses skyldes oralt optag, som følge af at kakerlakkerne pudser og rengør sig. 
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2.4.3 Håndtering af dyrene 
Dyrene blev, hvor det var nødvendigt at håndtere dem, grebet omkring et af benene med en spids 
pincet. Der var, som nævnt tidligere, nogen forskel i håndteringstiden.Generelt var erfaringen, at det 
var nemmest at fange dyrene i starten hurtigt efter indtaget fruktoseopløsning. Efter flere forgæves 
forsøg på at gribe fat om benene blev kakerlakkerne mere aktive, og dermed forlængedes 
håndteringstiden yderligere. Flere af dyrene mistede desuden et ben eller to undervejs. Om, og 
hvordan, stress i forbindelse med håndteringen af dyrene har indflydelse på målingerne vides ikke. 
Den kalorimetriske effekt af fysiologisk stress (mekanisk irritation) hos B. germanica er ikke 
undersøgt, men resultater foreligger for Tenebrio molitor (Coleoptera, Tenebrionidae) (Harak et al., 
1998). Varmeafgivelsen af hunpupper vejende 100-130 mg blev målt i et simpelt twin-setup 
kalorimeter. CO2 afgivelse blev desuden målt. Der blev fundet stor variation dyrene imellem. På 
baggrund af de indsamlede resultater blev dyrene delt i fire grupper. Symptomer efter mekanisk 
stress var normalt ovre efter en periode på 10-15 min. En gruppe viste dog permanent stress i en 
periode over 6 timer, hvor de kalorimetriske målinger blev foretaget. Der anvendtes i dette arbejde 
ikke CO2 til bedøvelse, da dette influerer betragteligt på de kalorimetriske målinger (Søren Achim 
Nielsen, pers. kom.). Variationen i håndteringstiden (2-10 min) antages ikke at have nogen 
nævneværdig betydning for målingerne. 
 
2.4.4 Kalorimetri 
Måling over 3,5 timer (12600 sek) er valgt således at man kan overvåge hvordan imidacloprid 
virker over tid, men samtidig sådan at den valgte tid ligger langt under grænsen for, hvornår 
kakerlakkerne får iltstress i de lukkede beholdere. Dette ses på varmeafgivelsen således at dyrenes 
viser øget aktivitet, hvorefter varmeafgivelsen falder til nul. Der er ikke målt længe nok til at 
varmeafgivelsen falder helt til nul, men der ses drastiske fald i varmeafgivelsen efter lang tid i 
kalorimetret. Af 7 dyr, hvor 2 er målt i 30000 sek og 5 i 43200 sek ses varmeafgivelse lavere end 1 
μW for 24500 – 41160 sek (middel 34084, st.afv. 7550). For 12 andre dyr kommer varmeafgivelsen 
på intet tidspunkt under 1 μW i løbet af 28800 sek. 
 
Ved inspektion af mange kurver er der fundet at 1800 sekunder er tilstrækkelig tid for kalorimetret 
at indstille sig, så den målte varmeafgivelse rent faktisk udgøres af kakerlakkernes metabolisme. 
 
Det er vigtigt at kende støjen, eller i praksis, signal-til-støj forholdet. Den mindste signal der kan 
måles er ca. 2-5 gange støjen (Brown, 1998). Støj på for de tomme ampuller blev estimeret fra 
basislinjerne optaget ved 25 ºC og lå mellem ca. 1 og 2,4 µW. Dette skal ses i forhold til 
varmeafgivelse af DPIL-SUS på omkring 80-230 µW (middel 125, Ktot,  IMItot (N = 113)). Der er 
således omkring 0,4 – 3 % usikkerhed på målingerne. 
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3 Resultater 
 
3.1 Total varmeafgivelse af DPIL-SUS 
 
 
Imi pr kak N Vægt (mg) 
4 ng   
Kontrol 9 56.8 ± 3.1ac 
Imidacloprid 15 55.9 ± 3.0a 
   
8 ng   
Kontrol 13 57.0 ± 5.2ac 
Imidacloprid 12 55.9 ± 4.0a 
   
16 ng   
Kontrol 11 59.3 ± 4.3ab 
Imidacloprid 13 60.4 ± 6.0ab 
   
32 ng   
Kontrol 9 60.5 ± 3.9ab 
Imidacloprid 10 59.4 ± 3.2ab 
   
64 ng   
Kontrol 11 63.9 ± 4.4b 
Imidacloprid 10 62.1 ± 3.9bc 
Tabel 1. Kakerlakkernes vægte. Middelværdier ± standardafvigelser. Værdier med samme bogstaver er ikke 
signifikant forskellige ( P ≥ 0,05, Tukey’s studentized range test) 
 
 
Af Tabel 1 fremgår det bl.a. at der er små forskelle på kakerlakkernes vægt mellem de forskellige 
grupper. For 64 ng er de endda signifikant forskellige fra flere af de øvrige. For samtlige kontroller 
kontrollerne var der en svag, men statistisk signifikant ( P = 0,003 for 53-2 = 50 frihedsgrader) 
negativ korrelation ( r = -0,397, r2 = 0,16 ) mellem vægt og varmeafgivelse (Ktot). Metode efter 
Fowler et at., 1998. 
 
Kruskal-Wallis test viste ingen signifikante forskelle nogen af kontrollerne imellem hverken for 
1800-5400 sek (K1, PK-W = 0,500 ) eller  fra 1800-12600 sek (Ktot , PK-W =  0,675 ). Derfor er 
kontrollerne for hver koncentration af imidacloprid (se materialer og metoder) puljet til en stor 
gruppe ( N = 53). De nu seks grupper (5 imidacloprid- + 1 kontrolgruppe) blev sammenlignet med 
en Kruskal-Wallis test efterfulgt af Kruskal-Wallis multiple comparison (Dunn procedure) for at 
afgøre hvilke medianværdier, der var indbyrdes forskellige. 
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Gruppe/IMI pr. kak. N varmeafgivelse (µW/mg) CV ( % ) 
Kontrol (K1) 53 2,78 ± 0,45a 16 
IMI1 4 ng 15 2.47 ± 0.27ab 11 
IMI1 8 ng 12 2,56 ± 0,35b 14 
IMI1 16 ng 13 2,22 ± 0,35ab 16 
IMI1 32 ng 10 2,41 ± 0,28ab 12 
IMI1 64 ng 10 2,40 ± 0,40ab 17 
Tabel 2. Middelværdier ± standardafvigelser. K1 og IMI1 er varmeafgivelsen i µW/mg fra 1800-5400 sek. CV = 
coefficient of variation = standardafvigelse/middelværdi x 100% (Fowler et al., 1998). Værdier med samme 
bogstaver er ikke signifikant forskellige (PK-W ≥ 0,05). 
 
 
Gruppe/IMI pr. kak. N varmeafgivelse (µW/mg) CV ( % ) 
Kontrol (Ktot) 53 2,26 ± 0,30a 16 
 IMItot 4 ng 15 2,08 ± 0,17ab 8 
IMItot 8 ng 12 2,20 ± 0,27ab 12 
IMItot 16 ng 13 2,01 ± 0,28b 14 
IMItot 32 ng 10 2,06 ± 0,20ab 10 
IMItot 64 ng 10 2,07 ± 0,24ab 11 
Tabel 3. Middelværdier ± standardafvigelsen. Ktot  og IMItot er varmeafgivelsen i µW/mg fra 1800-12600 sek. CV 
= coefficient of variation. Værdier med samme bogstaver er ikke signifikant forskellige (PK-W ≥ 0,05). 
 
 
 
3.2 Varmeafgivelsen af DPIL-SUS med fratrukket basislinje. 
 
Gruppe/imi pr kak N varmeafgivelse  (µW/mg) CV ( % ) 
Kontrol (K1-bl) 53 1,06 ± 0,36a 34 
IMI1-bl  4 ng 15 0.79 ± 0.20ac 25 
IMI1-bl  8 ng 12 0.69 ± 0.30bc 43 
IMI1-bl 16 ng 13 0.42 ± 0.20bc 48 
IMI1-bl 32 ng 10 0.60 ± 0.21bc 35 
IMI1-bl 64 ng 10 0.64 ± 0.34bc 54 
Tabel 4. Middelværdier ± standardafvigelsen. K1-bl og IMI1-bl: varmeafgivelse i µW/mg fratrukket basislinje (se 
eksempel i materialer og metoder) fra 1800-5400 sek. CV = coefficient of variation. Værdier med samme 
bogstaver er ikke signifikant forskellige ( PK-W ≥ 0,05). 
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Gruppe/imi pr kak N varmeafgivelse (µW/mg) CV ( % ) 
Kontrol (Ktot-bl) 53 0,54 ± 0,17a 32 
IMItot-bl  4 ng 15 0.38  ± 0.13ac 34 
IMItot-bl  8 ng 12 0.35 ± 0.14bc 40 
IMItot-bl 16 ng 13 0.22 ± 0.10bc 45 
IMItot-bl 32 ng 10 0.27 ± 0.10bc 37 
IMItot-bl 64 ng 10 0.31 ± 0.13bc 41 
Tabel 5. Middelværdier ± standardafvigelsen. K1-bl og IMI1-bl: varmeafgivelse i µW/mg fratrukket basislinje (se 
eksempel i materialer og metoder) fra 1800-12600 sek. CV = coefficient of variation. Værdier med samme 
bogstaver er ikke signifikant forskellige ( PK-W ≥ 0,05). 
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Figur 8. Illustration af resultater far Tabel 2 og Tabel 4. Varmeafgivelse for DPIL-SUS (1) og varmeafgivelse 
fratrukket basislinje (1-bl) fra 1800-5400 sek ± standardafvigelser. 
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Varmeproduktion totalt (3t)
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Figur 9. Illustration af resultater fra Tabel 3 og Tabel 5. Varmeafgivelse for DPIL-SUS (tot) og varmeafgivelse 
fratrukket basislinje (tot-bl) fra 1800-12600 sek ± standardafvigelser. 
 
Kontrolgrupperne er sammenlignet. Kruskal-Wallis test viste ingen signifikante forskelle nogen af 
kontrollerne imellem for hverken µW1-bl ( p = 0,458) eller µWtot-bl ( p = 0,610). 
 
For kontrollerne var der en svag, men dog statistisk signifikant ( P = 0,032 for 52-2 = 50 
frihedsgrader) negativ korrelation ( r = -0,296, r2 = 0,09 ) mellem vægt og µWtot-bl. Metode efter 
(Fowler et at., 1998). 
 
 
Gruppe N Basislinjer (µW/mg) Mindste værdi Største værdi 
Kontrol 53 1.72 ± 0.21 1.34 2.40 
Imidacloprid 60 1.76 ± 0.22 1.24 2.62 
Tabel 6. Middelværdier ± standardafvigelser for basislinjer lagt med Origin® Pro 7.5. 
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4  Diskussion 
 
En kakerlak blev vejet til 34 mg, hvilket mistænktes til at være en outlier. Dette bekræftedes med 
“The extreme Studentized Deviate” (ESD) (Rosner, 2005) og målingen for denne kakerlak er derfor 
fjernet fra datasættet. 
 
Variation i kropsvægt påvirker variation i metabolisk rate og DGC karakteristika hos arthropoder 
(Marais & Chown, 2003). I denne undersøgelse er fundet at vægt er negativt korreleret med den 
vægtspecifikke varmeafgivelse for både Ktot og Ktot-bl. Korrelation er for svag (se Resultater) til at 
det vil give større statistisk power at prøve at fjerne effekten af vægt på den vægtspecifikke 
varmeafgivelse med ANCOVA. En undersøgelse forsøger at klarlægge om insekticidresistens hos 
B. germanica har en metabolisk omkostning (Hostetler et al., 1994). Der anvendtes to stammer, en 
resistent (Village Green) og en følsom (Orlando). Den resistente var fysiologisk resistent overfor 
mange forskellige organofosfater og pyrethroider. Den følsomme var følsom overfor ovennævnte 
pesticidgrupper. Gennemsnitlig metabolisk rate af dyrene (uden eksponering for pesticider) blev 
registreret som iltforbrug pr. tid over en periode på 5 timer. ANCOVA (analysis of covariance) 
viste at køn (P = 0,0002) og vægt ( P = 0,0045), men ikke stamme ( P = 0,38) havde signifikant 
effekt på metabolisk rate. 
 
Der ses ingen statistisk signifikant forskel på varmeafgivelsen imidaclopridgrupperne imellem, 
hverken for IMI1 eller IMItot. K1 er forskellig fra IMI1 ved 8 ng og  Ktot  fra IMItot ved 16 ng. I 
modsætning til hvad der ses for DPIL-SUS med chlorpyrifos (Nielsen et al., 2006) er der ved 
forgiftning med imidacloprid ikke stor forskel på varmeafgivelse for forgiftede og ikke forgiftede 
dyr. Ved tarsal kontakt med chlorpyrifos (1,14 μg chlorpyrifos /cm2) sås en voldsom stigning i 
varmeafgivelsen over ≈120 min, hvilket svarer til ≈5 timers normal metabolisme, uden at der kunne 
iagttages nogen effekt på kakerlakkerne (Nielsen et al., 2006). Chlorpyrifos tilhører gruppen af 
organofosfatpesticider, der virker ved at binde til acetylcholinesterase og derved forhindre den 
enzymatiske spaltning af acetylcholin (Pope et al., 2005). Dette resulterer i akkumulering af 
acetylcholin i synapsemellemrummet og vedholdende stimulering af cholerginiske receptorer i 
postsynaptiske celler, hvilket forårsager  repetitive aktionspotentialer og ultimativt død ved 
udmattelse (Gunning & Moores, 2001). Gentagne muskelkontraktioner resulterer i øget 
varmeafgivelse som vist for sublethal chlorpyrifos forgiftning af B.germanica (Nielsen et al., 2006).  
Imidacloprid fungerer, som tidligere nævnt, også som agonist hos insekt nAChR. Forskellen i 
graden af aktivering er dog forskellig fra acetylcholin. Imidacloprid virker som en partiel agonist 
hos Periplaneta americana sammenlignet med en tilsvarende koncentration acetylcholin (Tan et al., 
2007). Imidaclopridforgiftning resulterer først i repetitive aktionspotentialer efterfulgt af ophør af 
nerveledning (Sone et al., 1997). Hos Drosophila fungerer imidacloprid som en lav virkningsgrad 
(efficacy) agonist på nAChR med strømamplituder ( i mS) på 10-14 % af hvad der observeredes for 
ACh (Brown et al., 2006). Elektrofysiologiske studier foreligger ikke for B. germanica, men ud fra 
observationer af dyr ses samme mønster som for P. americana; en kort periode med øget aktivitet, 
afløst af hypoaktivitet (Wen & Scott, 1997; Kakkeh et al., 1997). Imidacloprid må derfor formodes 
også at være partiel agonist på B. germanica nAChR. 
 
For alle kurverne ses det samme mønster. En let faldende hældning gennem hele måleperioden 
(1800-12600 sek), med et varierende antal toppe der står ud fra den basale varmeafgivelse. Årsagen 
til det let faldende forløb er ukendt. Toppene forklares med perioder med respiratorisk 
muskelaktivitet eller bevægelsesaktivitet (forsøg på at kravle omkring, brug af vinger mm.). 
Respirationsmønstret kunne ikke læses ud af de kalorimetriske kurver. Hos B. germanica er det 
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temperaturfølsomt, og ved 25 °C ses både diskontinuær gasudvekslingscyklus og et kontinuert 
mønster (Dingha et al., 2005). Lamprecht observerede periodiske stigninger i varmeafgivelsen på de 
kalorimetriske kurver af ubehandlede B. germanica, specielt om natten med en brat stigning på 70 
% over niveau for den basale metabolisme (Lamprecht, 1998). Disse stigninger på omkring 5 
minutter hver forekom med intervaller på 1 til 3 timer. De forklaredes som spontan paroxisme, dvs. 
forbrug af lagret oxygen og brat afgivelse af kuldioxid fra tracheerne. Lignende fænomen blev 
observeret i kalorimetriske signaler fra overvintrende gedehamsedronninger med frekvenser på 
omkring 1 pr. time (Lamprecht, 1998). For B. germanica i denne undersøgelser observeres forhøjet 
metabolisme mere uregelmæssigt og med kortere intervaller end de angivne 1 til 3 timer. Det er 
således ikke nærliggende at tilordne perioder med øget varmeafgivelse til spontan paroxisme. 
  
For samtlige målinger er varmeafgivelsen højest i den første time sammenlignet over alle 3 timer 
tilsammen. Dette skyldes formentlig at kakerlakkerne er mere aktive i den første tid pga. stress fra 
håndteringen og for de imidaclopridbehandlede dyr også at giftstoffet endnu ikke har nået targetsite. 
Det kunnen også skyldes fodring med fruktose, da varmeenergien netop ikke nødvendigvis er 
konstant under konstante forsøgsbetingelser, hvis organismerne har været fodret lige inden 
begyndelsen af målingerne (Battley, 1995). Varmeafgivelsen for dyr udsat for tarsal kontakt med 
chlorpyrifos, og derved ikke har indtaget fruktose, viser dog samme mønster (data ikke vist). 
Energien i de oralt indtagne 3 μL svarer til ≈7 J. Hvis vi regner med en varmeafgivelse på 125 μW 
per kakerlak og en standard enthalpi for oxidation af fruktose på -2818 kJ/mol (Kemp, 1999), svarer 
det til mere end 15 timers metabolisme, og er således en faktor der må forventes at påvirke 
metabolismen hos kakerlakkerne. 
 
Ved visuel inspektion ses det på kurvernes forløb for imidaclopridbehandlede dyr at for de tre 
højeste koncentrationer (16, 32 og 64 ng/kakerlak) mangler de toppe som ses hos kontroller og hos 
de lave koncentrationer. Derfor var det nærliggende at forsøge at lægge en basislinje, som så 
repræsenterer kakerlakkerne basale metabolisme. Da mange af kurverne ligner en eksponentielt 
aftagende funktion, kunne det være nærliggende at lægge en basislinje, der følger den aftagende 
tendens. Det har dog i praksis ikke været muligt, da overlappende områder med forhøjet 
metabolisme (toppe) undervejs gør det umuligt at placere denne kurve entydigt og basislinjens 
forløb ville i så fald blive ganske arbitrær. I stedet er valgt en vandret linje, der tangerer det laveste 
punkt på grafen mellem 1800 og 12600 sekunder. Denne metode er valgt, da der for samtlige 
målinger sker en stabilisering så kurvens hældning nærmer sig nul. Imellem perioder med 
aktivitetstoppe ses perioder med flade stykker. Ved fastlæggelse af basislinjen er det så næsten altid, 
med få undtagelser, værdier til sidst i måleperioden, der bestemmer beliggenheden af denne, som 
vist i eksemplet i materialer og metoder. Den umiddelbare forskel ved at subtrahere 
varmeafgivelsen under basislinjen er at evt. forskelle på kakerlakkernes aktivitet nemmere træder 
frem, da værdierne for varmeflowratens indbyrdes forhold øges. Der var ikke signifikant forskel 
(PK-W >> 0,05) mellem basislinjer lagt for imidaclopridgrupperne (N = 60) og kontroller (N = 53). 
For kontrol er middel 1,72 of st.afv. 0,21 for IMI 1,76 og 0,22. Således er kakerlakkernes basale 
metabolisme ikke påvirket af imidacloprid. Effekten af imidacloprid er således at reducere, eller 
helt fjerne, de perioder med aktivitet der ses for kontroller (se Varmeafgivelse af DPIL-SUS i 
Appendiks). Coefficient of variation (CV) giver mulighed for at sammenligne af variationen i 
datasæt med forskellige gennemsnit. Ved fastlæggelse af basislinien ses en drastisk øgning i CV. 
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K1, IMI1 K1-bl, IMI1-bl Ktot , IMItot Ktot-bl, IMItot-bl 
14 ± 2 40 ± 11 12 ±3 38 ± 5 
Tabel 7.  CV for varmeafgivelseen af DPIL-SUS fra Resultater; gennemsnit ± standardafvigelser. Kategorier 
refererer til de samme som anvendt i Resultater. N = 6 (Kontrol + 4, 8, 16, 32 og 64 ng imidacloprid) for alle fire 
kolonner. 
 
Af tabel kan ses således at CV for varmeafgivelse i den første time er 40 / 14 = 2,9 gange større end 
for målingerne fratrukket basislinien. Over alle 3 timer (tot) ses 38 / 12 = 3,2 gange større værdi for 
CV end den tilsvarende med fratrukket basislinie. Det ses også at variationen i variationen er størst i 
den første time (st.afv. 11) ved fratrækkelse af basislinie. 
 
På trods af dem øgede standardafvigelse relativt til gennemsnittet ses der ved fratrækkelse af 
basislinje alligevel signifikante forskelle mellem K1-bl og IMI1-bl for alle koncentrationer undtagen 4 
ng. Tilsvarende ses signifikante forskelle mellem Ktot-bl  og IMItot-bl, igen for alle koncentrationer 
undtagen 4 ng. Varmeafgivelserne for imidaclopridgrupperne (IMI1, IMItot) ligger i gennemsnit 
lavere end de tilsvarende kontrolgrupper (K1, Ktot), således også i den første time. To kakerlakker 
forgiftet med 128 ng imidacloprid i 3 µL fruktoseopløsning viste normal aktivitet de første 7 min, 
derefter hyperaktivitet indtil omkring 20 min. efter indtagelse, derefter lå de stille. Der ses altså en 
endnu hurtigere reaktion end beskrevet af Hellegaard, 2006 (se afsnit 1.3.4). I denne undersøgelse 
registreres varmeafgivelsen først efter en halv time, hvortil også skal lægges håndteringstiden, dvs. 
den tid det tager før dyrene fanges med pincetten og anbringes i ampullerne. Hyperaktivitet er 
således afløst af hypoaktivitet ved tiden hvor målingerne starter. 
 
Der ses ikke nogen sammenhæng mellem imidaclopridmængde og varmeafgivelse, hverken for 
IMItot eller IMItot-bl. 
 
I gennemsnit over 3,5 timer lå IMItot på 92 % af Ktot, medens effekten af imidacloprid var lidt mere 
markant den første time hvor varmeafgivelsen for IMI1 var 87 % af K1. Efter subtraktion af 
basislinjeintegral sås en mere udpræget forskel på de to grupper hvor IMI1-bl var 59 % af K1-bl og 
IMItot-bl var 57 % af Ktot-bl. Imidacloprid i de her anvendte doser ændrede ikke insekternes basale 
varmeafgivelse, men reducerede eller fjernede de perioder med aktivitet der sås for kontroller.  
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6 Appendiks 
 
6.1 Eksempler på nullinjer for Hart DSC-7707 med tomme ampuller 1-3 
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Nullinjer anvendt i databehandling (råt gennemsnit) 
 
Ampul 1:  +4 μW 
Ampul 2: -13 μW 
Ampul 3 :  +2 μW 
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6.2 Varmeafgivelse af DPIL-SUS 
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